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    7)UANM
GU UA UGGGG VA AU C
GUGUA mmGGG VA AG CV
U(ruA GUGGGG UA UG cu
GVGVA UUGGG UA GU CU
GVGUA UVUCGGG UA AU CV
(scJGUA UGGGG UA GU CV
GUGVA UAGGG UA GU CV
GUGUA UVAGGG UA UV CV
GVGVA GGGGG on GC CV
GUGVA UVGGG en AU CU
GU(roA CUVGGGG VA GO CV
GU(ruA UGGGG on UG CV
GU(stJA ooGGG UA GU CU
GVGUA VGGGG UA VG CU
(YUGVA UGGGG VA VG CV
GUGVA UCUGGGG on GA CV
GVGVA UUUGGG UA GU CV
GUGVA GUGGG UA GG CV
GVGVA VAGGG UA GU CV
GUcuA GUVUVCC rnL AG cu
GVGUA UAUCUAU UA GG CV
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GGUCUGGGCGCAUAAU GCGG CGUUGUUUAUCG UGUCUAC AUGUCGUU GCGG UGUAUVUACA UGUCUAC AVGGUUGGC GCGC UGUGACUAUA GGUCUAC GUGAGUGUC GCGA AGUGUUGGCU UGUCUAC GUGCUGGA GCGG CUUGUUGCGGAG UGUCUAC UUGUUAAU GCGG CCCUGAAGGG CGUCUAC AUGUUUGUV GCGG CGUUAVGGCG UGUCUAC AUAG
GUCGUU GCGG AUCUUGGUGGAU UGUCUAC AUUGUU GCGG CGUUAUGGCG UGUCUAC AUAGCGUG GCGG GGACUCUVGUCV UGUCUAC CUG     UGUCUAC CUGUGCAUGCouGCGCGVG GCGA
     UGUCUAC CUGUGCAUGCVUGCGCGVG GCGGAGGA UGUCUA CUCGmm(!rcCGG GCGG UUVUUUGUAGGUAC AGCUGVVUCUGCU GCGG UUU
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    AGUUGAAAUACUUGCGUAAUUAA.GUGCCGGUAG
    GCUAUACCUUGCGCUGAALUAUCGUCGAGG
    GAUUGGAAUAUCUCGUCGUAGUAVCGUUAGVG
    GUCCGCCGUUUCAGCCUUAAUGCUAGGCAUCG
    AGCCGUUIJCUGCGUGAAAUUCGCAUCG
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第五章
総括
　これまでに、目的とする基質特異性と反応性を有する生体高分子を自在に設計、そしで作製す
る試みが数多く行われている。その中で、従来のタンパク質工学的手法に加え、in　vitr6セレク
ション法や、ファージディスプレイ法の開発により、高機能を有する生体高分子を作製する技
術が発展してきた。現在までに、抗体触媒やRNA触媒が作製されてきたが、化学反応め遷移状
態アナログ分子に結合する抗体もしくはRNAを作製するこれらの方法論では、天然の酵素に匹
敵する触媒活性を生み出すことはできていない。天然の酵素活性に劣らないテーラーメイド酵
素を創製するためには、基質が厳密な配向性のもとに結合し、基質の基底状態、反応遷移状態
および反応生成物に合わせて構造変化が可能な化学反応場を、生体高分子を用いて設計するこ
とが可能な方法論が必要である。森井らは、RNAとペプチドの複合体（RNP）のRNAサブユ
ニットにin　vitroセレクション法を適用し、アデノシン三リン酸（Arp）結合性RNPリセプター
を作製した。本論文では、AIP結合性RNPリセプターの「RNAとペプチドの複数のザブユニ
ットで構成されていること」こと及び「ペプチドサブユニットの機能化が可能であること」に
着目し、ペプチドサブユニットの機能化による機能性RNP創製の方法論を開発した。
　第二章では、RNPが複数のサブユニットから形成されているという利点を生かし、顧Pを構
成するRNAとペプチドサブユニットを段階的に機能化する方法論を開発した。Arp結合性RNP
リセプターのペプチドサブユニットにループ構造を導入し、ループ構造を構成する7アミノ酸
をファージディスプレイ法を用いてライブラリー化した。ライブラリー化したペプチドサブユ
ニットとRNAサブユニットから得られるRNPリセプタープールから、新たにArP結合性RNP
リセプターを選び出した。その結果、もとのRNAサブユニットのみを機能化したAT参．結合性
RNPリセプターよりも高いArP親和性とArP選択性をもつArP結合性RNPリセプターが作製
できることを明らかにした。これにより、複数の生体高分子サブユニットを用いて、高い分子
識別能と親和性を持つリセプターが作製できることを実証した。本論文で示したRNPリセプタ
ーの段階的高機能化法は、基質に対する親和性、選択性を多段階的に制御することが笥能であ
ることから、RNPリセプターに基質の基底状態、遷移状態および反応生成物に合わせて最適化
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された化学反応場の構築が可能であると考えられる。即ち、化学反応の進行に応じて反応場の
構造が変化することで触媒活性を発揮させるという、新たなテーラーメイド酵素の作製法の開
発が期待できる。
　第三章では、Arp結合性RNPリセプターのペプチドサブユニットに蛍光分子を導入すること
で、リセプターとしての性能を維持しつつ、Arpとの結合に伴い蛍光強度が変化するA黛P応答
性蛍光RNPセンサーに機能改変できることを明らかにした。これにより、RNPの各サブユニッ
トに異なる機能を付加することによって、新たな機能性生体高分子の作製が可能であることを
明らかにした。種々の蛍光分子で修飾した蛍光性ペプチドサブユニットライブラリーを用いる
ことにより、望みとする励起・発光波長で応答するArp応答性蛍光RNPセンサーを簡使に得る
方法論を開発した。また、in　vitroセレクション法により得られた各RNPリセプターが、　ArPに
対する親和性が多様であることを利用し、幅広い濃度レンジで応答するArp応答性蛍光RNP
センサーの作製を可能にした。さらに、ATP応答性蛍光RNPセンサーの作製と同様め方法で、
GTP応答性蛍光RNPセンサーを作製した。本方法論は、リセプター自身を蛍光センサー1こ機能
改変する従来のセンサー作製法の問題点を克服し、RNPリセプターの基質との結合に関わる
RNAサブユニットを化学修飾することなく、任意の標的に対するテーラーメイド蛍光センサー
を作製する一般的な方法論となることが期待される。
　第四章では、基質の結合配向性を制御したRNPリセプターの作製方法を開発した。ペプチド
サブユニットのアミノ末端にATPを固定化したArp－GRevペプチドを用いてセレクシ旨ンを行
う方法論を開発し、基質Arpの結合配向性を制御したArp結合性RNPリセプターを得ること
に成功した。本方法論の開発により、天然の酵素にみられる厳密な結合配向性のもと基質が結
合する化学結合揚をRNPリセプターに設計することを可能にする。また、本方法論はペプチド
サブユニットに触媒活性基を導入し、合目的な分子設計によりテーラーメイド酵素を作製する
ための基盤的方法論となる。
　本論文で開発したRNPリセプターの段階的高機能化法および基質結合配向性を制御した
RNPリセプター作製法により、天然の酵素に見られる「化学反応の進行に伴う構造変化」と「厳密
な配向性のもと基質が結合する」という特徴の設計が可能となり、天然の酵素に引けをとらない
触媒活性を有したテーラーメイドRNP酵素の作製が期待できる。本論文で新たに開発した、迅
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速かつ簡便に望みとする性質を有した蛍光RNPセンサーを作製する方法論を応用することによ
り、環境中に存在する数多くの環境汚染分子をそれぞれ高感度に検出できる計測ツールの開発
が可能である。また、蛍光性RNPセンサーは、共有結合によって複合体を安定化させることに
より、マイクロチップ上に固定化することが可能である。様々な環境汚染分子を同時1こ、かつ
簡便に計測することが可能な蛍光性マイクロアレイセンサーは、持続可能祉会の実現に必要な
新しい環境計測技術となることが期待できる。現在までにRNA、タンパク質をそれぞれ単独で
用いた機能性生体高分子を創製する方法論が示されてきたが、本論文では、RNPリセプターを
機能化する方法論の開発により、RNA一タンパク質複合体を用いた機能性分子創製という新し
い分野を開拓した。今後、本論文に示した方法論を発展させることにより、高機能な煎A一タ
ンパク質もしくはRNA一ペプチド複合体の創製が期待される。
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